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57© Resumen:
Antibióticos antifúngicos de naturaleza peptídica inhibido-
res de la germinación y el crecimiento de hongos fitopa-
tógenos.
La presente invención consiste en unos péptidos (pépti-
dos antifúngicos, PAF) caracterizados por ser antibióticos
antifúngicos que inhiben la germinación de los conidios
(esporas) y el crecimiento del micelio de hongos fitopató-
genos. La actividad antifúngica depende de la secuencia
de aminoácidos característica de los péptidos, ya que de-
terminados cambios químicamente no conservativos eli-
minan dicha actividad. La secuencia de aminoácidos des-
de el extremo amino terminal de los PAF descritos es:
Arg-Lys-Thr-Trp-Phe-Trp (PAF19), Arg-Lys-Lys- Trp-Phe-
Trp (PAF26), Arg-Lys-Trp-His-Phe-Trp (PAF32), y Arg-Lys-
Trp-Leu-Phe-Trp (PAF34). La utilización de estos péptidos
como fitosanitarios es útil en la prevención y lucha con-
tra enfermedades vegetales causadas por hongos. Estos
PAF presentan actividad frente a hongos causantes de
podredumbres en plantas, frutas u hortalizas durante su
cultivo, almacenamiento o distribución, y tienen gran apli-
cación en sectores de la industria de cítricos, vitivinícola,
hortofrutícola y agroalimentaria en general.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S
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DESCRIPCION
Antibioticos antifungicos de naturaleza peptdica inhibidores de la germinacion y el crecimiento de
hongos topatogenos.
Sector de la tecnica
Fitopatologa; Fungicidas amplio espectro; Fungicidas selectivos; Industria agroalimentaria; Infeccio-
nes de hongos; Tecnologa postcosecha de frutas y hortalizas, Podredumbre; Postrecoleccion, Patogenos
de plantas.
Estado de la tecnica
La industria agroalimentaria de vegetales, frutas y hortalizas se ve afectada por las enfermedades y las
podredumbres producidas por hongos lamentosos durante el cultivo y despues de la recoleccion de los
productos. Los fungicidas qumicos organicos que se usan actualmente para combatir estas alteraciones
(como parte de distintas estrategias integradas) han conseguido controlar parcialmente el problema y
contribuir al aumento de la calidad del producto. No obstante, el uso de fungicidas tiene en muchos
casos limitaciones y es por tanto susceptible de mejora. Entre dichas limitaciones destacan la aparicion
de resistencias entre algunos de los hongos mas comunes, el limitado espectro de accion de los fungicidas
mas utilizados, y el riesgo para la salud humana y el medio ambiente por la contaminacion con residuos
qumicos organicos.
Por tanto, es necesario trabajar en el desarrollo de nuevos compuestos antifungicos alternativos y e-
caces, que reduzcan al mnimo posible los problemas antes expuestos, y que puedan ser incluidos dentro
de estrategias integradas para el control de las enfermedades causadas por hongos durante el cultivo y la
postcosecha de productos vegetales.
Todo lo expuesto es especialmente relevante en el ejemplo de la industria citrcola, encargada del
cultivo, recoleccion, almacenamiento y distribucion de frutos ctricos. Los principales patogenos de pos-
tcosecha de frutos ctricos son dos especies de hongos del genero Penicillium, los causantes de las podre-
dumbres verde (Penicillium digitatum) y azul (Penicillium italicum) [Tuset, J. J. (1987). Podredumbres
de los frutos ctricos. Generalitat Valenciana, Conselleria d‘Agricultura i Pesca, Valencia]. Por otra
parte, el hongo Botrytis cinerea es un patogeno de amplio espectro que afecta y causa perdidas en frutos
tan distintos como la uva, la fresa, las frutas de pepita (manzana y pera, por ejemplo), hortalizas como el
tomate, o los vegetales de hoja (Wilis, R., McGlasson, B., Graham, D., and Joyce, D. (1998). Pathology.
En: Postharvest. An introduction to the physiology and handling. CAB International, New York. pp.
144-158), lo que hace que tenga gran incidencia economica en los sectores vitivincola, hortofrutcola y en
la industria agroalimentaria en general. Otros hongos topatogenos de importancia en la agricultura son
los pertenecientes al genero Fusarium, ejemplicados en el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
que es un importante patogeno durante el cultivo de la planta de tomate [Agrios, G. N. (1997). Plant
Pathology. 4th ed. Academic Press, San Diego].
En la literatura existen estudios que demuestran la actividad antimicrobiana (bactericida y fungicida)
de peptidos y peque~nas protenas (aproximadamente 30-100 aminoacidos) que se encuentran de forma
natural en animales, plantas y microorganismos [Rao, A. G. (1995). Antimicrobial peptides. Molecular
Plant-Microbe Interactions 8, 6-13; Broekaert, W. F., Cammue, B. P., De Bolle, M. F., Thevissen, K.,
De Samblanx, G. W., y Osborn, R. W. (1997). Antimicrobial peptides from plants. Critical Reviews in
Plant Sciences 16, 297-323; Sahl, H. G. y Brierbaum, G. (1998). Lantibiotics: Biosynthesis and biological
activities of uniquely modied peptides from grampositive bacteria. Annual Review of Microbiology 52,
41-79). Tambien existen Ejemplos de modicaciones de peptidos naturales de un tama~no intermedio (11-
26 aminoacidos) con actividad contra patogenos de plantas tales como hongos [Cavallarn, L., Andreu, D.,
y San Segundo, B. (1998). Cecropin Aderived peptides are potent inhibitors of fungal plant pathogens.
Molecular Plant-Microbe Interactions 11, 218-227] y virus [Marcos, J. F., Beachy, R. N., Houghten, R.
A., Blondelle, S. E., y Perez-Paya, E. (1995). Inhibition of a plant virus infection by analogs of melittin.
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 92, 12466-12469]. Finalmente, tambien existe un
ejemplo conocido en el que se han utilizado las aproximaciones experimentales de la qumica combinato-
rial y de las bibliotecas peptdicas [Blondelle, S. E., PerezPaya, E., y Houghten, R. A. (1996c). Synthetic
combinatorial libraries: novel discovery strategy for identication of antimicrobial agents. Antimicrobial
Agents Chemotherapy 40, 1067-1071] en la identicacion de un hexapeptido (6 aminoacidos) de secuencia
Phe-Arg-Leu-Lys-Phe-His [En la descripcion de la presente invencion se utilizan los codigos de tres letras
de los 20 aminoacidos naturales (Sambrook, J., Fritsch, E. F., y Maniatis, T. (1989). Molecular cloning:
A laboratory manual, 2nd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.]
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sintetizado con los estereoisomeros D- de los aminoacidos constituyentes [Reed, J. D., Edwards, D. L.,
y Gonzalez, C. F. (1997). Synthetic peptide combinatorial libraries: a method for the identication of
bioactive peptides against phytopathogenic fungi. Molecular Plant-Microbe Interactions 10, 537-549], y
de otros peque~nos peptidos relacionados (3 a 6 aminoacidos) [Edwards, D. L. (1997). Synthetic Anti-
biotics. United States Patent Number 5602097] con actividad fungicida frente a hongos de los generos
Fusarium, Rhizoctonia, Ceratocystis y Pythium. La potencial aplicacion de peptidos antimicrobianos en
el campo de la topatologa, dentro de las estrategias de proteccion vegetal, ya ha sido propuesta [Rao,
A. G. (1995). Antimicrobial peptides. Molecular Plant-Microbe Interactions 8, 6-13].
En la presente invencion se describe la secuencia de aminoacidos de otros peptidos, distinta a la de los
mencionados anteriormente, caracterizados por tener actividad antifungica frente a hongos topatogenos,
y en particular frente a hongos de los generos Penicillium y Botrytis, con una alta incidencia como cau-
santes de podredumbre durante la postcosecha (almacenamiento y distribucion) de frutos, y hongos del
genero Fusarium, con importancia como causantes de enfermedades durante el cultivo de las plantas.
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion esta relacionada con los sectores de la topatologa y la industria agroalimentaria
y consiste en la identicacion y caracterizacion de unos determinados peptidos antifungicos (PAF) como
antibioticos antifungicos inhibidores efectivos de la germinacion y el crecimiento de hongos topatogenos,
hongos capaces de infectar plantas produciendo enfermedades en las mismas. Las secuencias de residuos
de aminoacidos de los peptidos identicados son las siguientes, desde el extremo amino terminal al ex-
tremo carboxi terminal: Arg-Lys-Thr-Trp-Phe-Trp (peptido PAF19), Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp (peptido
PAF26), Arg-Lys-Trp-His-Phe-Trp (peptido PAF32) y Arg-Lys-Trp-Leu-Phe-Trp (peptido PAF34). La
actividad antifungica de los peptidos se maniesta con una inhibicion de la germinacion de los conidios
y del crecimiento del micelio del hongo. Se demuestra que la actividad antifungica de los peptidos se
corresponde con una secuencia de aminoacidos caracterstica, ya que un peptido relacionado de secuencia
parecida, pero con un unico cambio de residuo de aminoacido qumicamente no conservativo (peptido
P20), no presenta dicha actividad. Se describe la utilizacion de los peptidos antifungicos como compues-
tos tosanitarios de utilidad en la prevencion y lucha contra las enfermedades de las plantas causadas
por hongos. En un ejemplo particular, se describe la actividad antifungica de dichos peptidos frente a
hongos causantes de podredumbres en frutos ctricos durante su almacenamiento y distribucion comercial.
La actividad antifungica se ha demostrado en condiciones de crecimiento in vitro en medio de cultivo y
tambien en condiciones de inoculacion experimental de frutos.
Descripcion detallada de la invencion
En la presente invencion se describe la identicacion y caracterizacion de nuevos compuestos an-
tibioticos con actividad antifungica que actuan como inhibidores efectivos del crecimiento de hongos
topatogenos, capaces de infectar plantas produciendo enfermedades en las mismas. Tambien se describe
la utilizacion de dichos antibioticos antifungicos en el control de las enfermedades causadas por hongos
durante el cultivo y la postcosecha de plantas y/o sus productos vegetales. En un ejemplo particular, se
describe la utilizacion de dichos antibioticos antifungicos en el control de las enfermedades causadas por
hongos durante la postcosecha de frutos ctricos.
Los antibioticos descritos en la presente invencion son peptidos con una secuencia de seis aminoacidos
caracterstica [Arg-Lys-Thr-Trp-Phe-Trp (peptido PAF19), Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp (peptido PAF26),
Arg-Lys-Trp-His Phe-Trp (peptido PAF32) y Arg-Lys-Trp-Leu-Phe-Trp (peptido PAF34), Figura 1, y sus
secuencias derivadas de cambios qumicamente conservativos (ver como ejemplo Figura 5)] y distinta de
los peptidos antifungicos conocidos anteriormente [Cavallarn, L., Andreu, D., y San Segundo, B. (1998).
Cecropin A-derived peptides are potent inhibitors of fungal plant pathogens. Molecular Plant-Microbe
Interactions 11, 218-227; Edwards, D. L. (1997). Synthetic Antibiotics. United States Patent Number
5602097; Reed, J. D., Edwards, D. L., y Gonzalez, C. F. (1997). Synthetic peptide combinatorial li-
braries: a method for the identication of bioactive peptides against phytopathogenic fungi. Molecular
Plant-Microbe Interactions 10, 537-549]. En un ejemplo particular de realizacion de la invencion, dichos
hexapeptidos se sintetizaron qumicamente utilizando los estereoisomeros D- de los aminoacidos consti-
tuyentes y seguidamente se puricaron, siguiendo procedimientos habituales para toda aquella persona
experta en el area de conocimiento de la presente invencion [Fields, G. B. y Noble, R. L. (1990). Solid
phase peptide synthesis utilizing 9-fluorenylmethoxycarbonyl amino acids. International Journal of Pep-
tide and Protein Research 34, 161-214].
En la presente invencion se describen ensayos experimentales que demostraron la actividad antifungica
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de PAF19, PAF26, PAF32 y PAF34, en condiciones experimentales de crecimiento de los hongos en medio
de cultivo sintetico, frente a distintos hongos topatogenos de los generos Penicillium, Botrytis y Fusa-
rium, los cuales tienen una alta incidencia como causantes de podredumbre durante el cultivo de vegetales
y la postcosecha de frutas y hortalizas. Estas frutas pueden ser frutos vegetales propiamente dichos, entre
los que se encuentran los ctricos (naranja, mandarina, limon, lima, pomelo, o naranja amarga), frutas de
pepita (por ejemplo, manzana o pera), frutas de hueso (melocoton, nectarina, albaricoque, cereza, acei-
tuna o nspero) y uva o pueden ser conjuntos de frutos que se denominan infrutescencias (por ejemplo,
higo, breva, frambuesa y fresa). Entre las hortalizas se encuentran por ejemplo el tomate o pimiento.
En concreto, el hongo topatogeno Botrytis cinerea infecta flores, frutos y partes verdes de plantas per-
tenecientes a mas de 200 especies vegetales distintas. En los mencionados ensayos experimentales se
observo el crecimiento de los hongos como un aumento de la biomasa que se midio con un incremento de
la densidad optica del medio de cultivo, segun procedimientos habituales para los expertos en el tema.
La actividad antifungica de los peptidos PAF descritos en la presente infeccion se maniesta con una
inhibicion de la germinacion de los conidios de los hongos y del crecimiento de su micelio, como queda de-
mostrado mediante los ensayos experimentales descritos en la presente invencion. Tambien se demuestra
que los PAF tienen una secuencia de aminoacidos caracterstica y especca, ya que un peptido relacio-
nado de secuencia muy parecida a PAF19 (uno de los seis aminoacidos ha sido reemplazado por otro en
la secuencia del hexapeptido inicial, obteniendose el P20, Figura 1) no presenta la mencionada actividad
antifungica, ni tampoco actividad de inhibicion de la germinacion de los conidios o del crecimiento del
micelio de los hongos.
El PAF19 descrito en la presente invencion como antifungico no presenta toxicidad detectable frente
a microorganismos naturales tipo levaduras aisladas de frutos ctricos, indicando que la toxicidad del
PAF19 es especca de hongos itopatogenos. PAF26, PAF32 y PAF34 presentan toxicidades leves frente
a otros microorganismos no fungicos de laboratorio. Considerando las propiedades antifungicas de los
PAF descritos en la presente invencion, es obvia su utilizacion como compuestos tosanitarios de utilidad
en la prevencion y lucha contra enfermedades de las plantas causadas por hongos. Por tanto, se describe
la utilizacion de PAF19, PAF26, PAF32 y PAF34 como tosanitarios durante el cultivo, postcosecha
y/o procesamiento de vegetales y alimentos de origen vegetal, susceptibles de ser infectados por hongos
topatogenos, de forma que se contribuya a mejorar la calidad y tiempo de vida del producto vegetal.
Estos PAF tambien podran reducir los perodos de seguridad previos a recoleccion propios de produc-
tos tosanitarios convencionales. Dicha utilizacion como tosanitarios se llevara a cabo mediante un
procedimiento que asegurara la presencia de los peptidos en el tejido vegetal que se desee proteger de
la enfermedad. En un ejemplo particular, se describe la actividad de proteccion de los PAF frente a las
podredumbres causadas por hongos en frutos ctricos durante su almacenamiento y distribucion comer-
cial. La actividad antifungica se ha demostrado en condiciones de inoculacion experimental de hongos
del genero Penicillium sobre frutos ctricos. La actividad en la proteccion frente a las podredumbres de
frutos se maniesta con un retraso en la aparicion de los sntomas y con una disminucion de la supercie
afectada por la enfermedad, lo cual tiene gran importancia comercial.
Para todo aquel experto en el tema, es conocido que en la literatura se describe que las actividades
biologicas de peque~nos peptidos sintetizados con D-aminoacidos son tambien compartidas por los peptidos
de la misma secuencia de aminoacidos construidos con los estereoisomeros L- de los aminoacidos consti-
tuyentes (Blondelle, S. E., Houghten, R. A., y Perez-Payo, E. (1998b). Peptide inhibitors of calmodulin.
United States Patent Number 5840697; Edwards, D. L. (1997). Synthetic Antibiotics. United States
Patent Number 5602097; Reed, J. D., Edwards, D. L., y Gonzalez, C. F. (1997). Synthetic peptide com-
binatorial libraries: a method for the identication of bioactive peptides against phytopathogenic fungi.
Molecular Plant-Microbe Interactions 10, 537-549]. Por tanto, aunque es obvio que los peptidos descritos
como antifungico y de secuencia de L-aminoacidos identica a la de los peptidos PAF19, PAF26, PAF32
y PAF34 tambien presentan todas las propiedades descritas en la presente invencion y relacionadas con
la fungitoxicidad y la utilizacion en los campos de la topatologa y de la industria agroalimentaria, este
supuesto ha sido comprobado mediante la produccion del peptido correspondiente a PAF19 y sintetizado
con L-aminoacidos.
Es obvio para todo aquel experto en el area de la presente invencion el interes, dise~no y desarrollo
de estrategias derivadas de la biotecnologa, que incluyen la metodologa del ADN recombinante y de
la transformacion genetica de organismos, que pueden ser utilizadas para la produccion y utilizacion de
los PAF descritos en la presente invencion y sus derivados para los nes descritos dentro de los campos
de la industria agroalimentaria y de la proteccion vegetal. En un ejemplo de realizacion de la invencion
se explica la produccion a gran escala de los peptidos mediada por microorganismos, la produccion por
parte de los vegetales a los que se protege de la podredumbre causada por hongos y la produccion por
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parte de microorganismos de biocontrol.
Descripcion de los dibujos
Figura 1 Secuencia de aminoacidos de los hexapeptidos PAF19, PAF26, PAF32 y PAF34 (descritos
como antibioticos antifungicos en la presente invencion) y de P20 (utilizado como control negativo
en los ensayos descritos, y cuya secuencia solo se diferencia del PAF19 en el aminoacido situado
en la posicion 4 y que aparece subrayado). Las secuencias estan escritas desde el extremo amino
terminal (a la izquierda) al extremo carboxi terminal (a la derecha).
Figura 2 Efecto de PAF19 (parte A), descrito en la presente invencion como antifungico, y del peptido
P20 (parte B), sobre el aumento de la biomasa medido como unidades de densidad optica (DO) a
492 nm  desviacion estandar (SD), de un aislado natural del hongo Penicillium digitatum (aislado
PHI26) en medio de crecimiento PDB. Los diferentes smbolos signican las distintas concentracio-
nes de los peptidos utilizadas: control en ausencia de peptido (crculos negros) y en presencia de
concentraciones de peptido de 20 M (cuadrados), 40 M (triangulos), 60 M (rombos) y 80 M
(crculos blancos).
Figura 3 Efecto de PAF19, descrito en la presente invencion como antifungico, y del peptido control
P20, sobre la infeccion experimental causada por un aislado natural del hongo Penicillium italicum
(aislado PHI1) sobre frutos de mandarina (Citrus reticulata Blanco). Los resultados se dan a los 3
y 5 das despues de la inoculacion (DPI); las barras indican el area media infectada por el hongo
(cm2)  SD, tanto para el control sin peptido (Ctr) como para los PAF19 (19) y P20 (20) a la
concentracion de 100 M. Tambien se indica el porcentaje de infeccion (heridas infectadas con
respecto al total de heridas inoculadas inicialmente) y el porcentaje de area infectada (con respecto
al control sin peptido).
Figura 4 Efecto de PAF26, descrito en la presente invencion como antifungico, sobre la infeccion ex-
perimental causada por un aislado natural del hongo Penicillium digitatum (aislado PHI26) sobre
frutos de naranja (Citrus sinensis L.). Los resultados se dan a los 3 y 5 das despues de la inocu-
lacion (DPI); las barras indican el area media infectada por el hongo (cm2)  SD, tanto para el
control sin peptido (Ctr) como para PAF26 (26) a la concentracion de 100 M. Tambien se indica el
porcentaje de infeccion (heridas infectadas con respecto al total de heridas inoculadas inicialmente)
y el porcentaje de area infectada (con respecto al control sin peptido).
Figura 5 Algunas secuencias de hexapeptidos que presentan cambios conservativos de aminoacidos con
respecto al PAF19, y que tambien presentaran las actividades antifungicas descritas en la presente
invencion para el PAF19.
Figura 6 Secuencia de un oligo nucleotido de ADN formada por residuos de desoxirribonucleotidos (A,
C, G, o T) y que codicara para el PAF19 descrito en la presente invencion.
Un ejemplo de realizacion de la invencion
1. Sntesis de peptidos. Los peptidos caracterizados en la presente invencion (Figura 1: PAF19, P20,
PAF26, PAF32 y PAF34) se sintetizaron qumicamente sobre fase solida siguiendo procedimien-
tos habituales que utilizan el grupo N-(9-fluorenyl) methoxycarbonyl (Fmoc) para la proteccion
del grupo -amino de los aminoacidos constituyentes [Fields, G. B. y Noble, R. L. (1990). So-
lid phase peptide synthesis utilizing 9-fluorenylmethoxycarbonyl amino acids. International Jou-
mal of Peptide and Protein Research 34, 161-214], y utilizando los estereoisomeros D- de los
aminoacidos naturales. El peptido P20 se dise~no como control negativo en los ensayos descritos
a continuacion. El extremo N-terminal de los peptidos se encuentra acetilado (Ac) y el extremo C-
terminal amidado (NH2), como consecuencia del procedimiento de sntesis. Despues de la sntesis,
los peptidos se puricaron mediante RP-HPLC (del ingles, reversed phase-preparative high pressure
liquid chromatography, cromatografa preparativa de alta presion en fase reversa) y su identidad
se conrmo mediante espectrometra de masas MALDI-TOF (del ingles, matrix-assisted laser de-
sorption/ionization time-of-flight). Todos estos procedimientos son habituales para toda aquella
persona experta en el area de conocimiento de la presente invencion.
2. Ensayos de crecimiento de hongos topatogenos. Los hongos se crecieron in vitro en placas de micro-
ensayo esteriles en medio de cultivo PDB (del ingles, Potato dextrose broth, medio patata dextrosa).
Se utilizo un ensayo de crecimiento in vitro de hongos topatogenos basado en ensayos descritos pre-
viamente en la literatura [Cavallarn, L., Andreu, D., y San Segundo, B. (1998). Cecropin A-derived
peptides are potent inhibitors of fungal plant pathogens. Molecular Plant-Microbe Interactions 11,
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218-227]. Como indicador de crecimiento de la biomasa de los hongos se midio el incremento de la
densidad optica (DO) a 492 nm (DO492), utilizando un lector de placas de microensayo Titertek
Multiskan PLUS. Para los ensayos de crecimiento se incubaron 2.5 x 104 conidios/ml en 200  l de
PDB que contenan 0.003% cloranfenicol y las concentraciones nales deseadas de los peptidos, en
cada pocillo de la placa de microensayo. Las placas se incubaron a una temperatura de 24C y la
DO492 se determino a distintos tiempos (horas) durante el ensayo. En cada uno de los experimentos
descritos se prepararon tres replicas para cada hongo y concentracion de peptido, y se calculo el
valor medio de la DO492 y el de la desviacion estandar (SD) en cada tratamiento.
3. Actividad antifungica de PAF19 frente al hongo topatogeno Penicillium digitatum. El ensayo de
crecimiento descrito en el apartado 2 se utilizo para demostrar la actividad antifungica de PAF19,
sintetizado segun se describe en el apartado 1, frente al hongo Penicillium digitatum (Figura 2A).
En dicho ensayo se utilizo un aislado natural del hongo obtenido de frutos de naranja infectados
(Penicillium digitatum Sacc., aislado PHI26). El ensayo se realizo en presencia de concentraciones
crecientes de PAF19, observandose que a concentraciones de 20 y 40 M se inhibe parcialmente el
incremento de DO492 y que a partir de 60 M no haba crecimiento detectable. La comparacion con
las muestras control sin peptido permitio el calculo del porcentaje relativo de crecimiento de biomasa
a cada concentracion de peptido y a los distintos tiempos (horas); este porcentaje permitio, a su vez,
el calculo del valor de la concentracion necesaria para una inhibicion del 50 % del crecimiento (IC50),
siendo este de 33 M. Estos resultados se repitieron en experimentos sucesivos, y utilizando tanto un
aislado natural de P. digitatum (caso mostrado en la Figura 2A) como un aislado procedente de la
Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo (CECT) (Penicillium digitatum CECT2954). Los resultados
de los calculos correspondientes aparecen en la Tabla 1. Estos ensayos demostraron la actividad
antifungica de PAF19 frente al hongo topatogeno P. digitatum.
Se realizaron experimentos para aportar datos sobre la especicidad de la actividad antifungica
de PAF19, mediante ensayos con el peptido P20 (el cual tiene una secuencia de aminoacidos muy
similar pero con un solo cambio no conservativo en el residuo aminoacido numero 4, subrayado en
la Figura 1). Los resultados demostraron que P20 no inhiba el crecimiento de P. digitatum (Figura
2B y Tabla 2), apoyando la especicidad de secuencia de la actividad antifungica descrita para
PAF19.
4. Actividad antifungica de PAF19 frente al hongo topatogeno Penicillium italicum. La caracteri-
zacion descrita en el apartado 3 se repitio para un aislado natural del hongo Penicillium italicum
(Penicillium italicum Wehmer., aislado PHI1), con resultados equivalentes a los anteriores y que
aparecen reflejados en la Tabla 1 y demuestran la toxicidad de PAF19 frente a P. italicum.
5. Actividad antifungica de PAF19 frente al hongo topatogeno Botrytis cinerea. La caracterizacion
descrita en el apartado 3 se repitio para un aislado de coleccion del hongo Botrytis cinerea (Botrytis
cinerea Pers. CECT2100, teleomorfo Botryotinia fuckeliana Whetzel), con resultados equivalentes
a los anteriores y que aparecen reflejados en la Tabla 1 y demuestran la toxicidad del PAF 19 frente
a B. cinerea.
6. Actividad antifungica de PAF26, PAF32 y PAF34 frente a los hongos topatogenos P. digitatum,
P. italicum y B. cinerea. La caracterizacion descrita en los apartados 3, 4 y 5 se repitio para los
distintos peptidos antifungicos PAF26, PAF32 y PAF34, descritos en la presente invencion y cuya
secuencia de aminoacidos aparece en la Figura 1, con resultados equivalentes a los anteriores y que
aparecen reflejados en la Tabla 1 y demuestran la toxicidad de los peptidos frente a los hongos P.
digitatum, P. italicum y B. cinerea.
7. Actividad antifungica de PAF26 y PAF32 frente al hongo topatogeno Fusarium oxysporum. La
caracterizacion descrita en el apartado 3 se repitio para un aislado de coleccion del hongo Fusarium
oxysporum (Fusarium oxysporum Sacc., f. sp. lycopersici, CECT2866) y utilizando los peptidos
PAF26 y PAF32, con resultados equivalentes a los anteriores y que aparecen reflejados en la Tabla
1 y demuestran la toxicidad del PAF26 y PAF32 frente a F. oxysporum.
8. Actividad de inhibicion de germinacion de conidios y crecimiento de micelio de hongos de los
peptidos antifungicos descritos en la presente infeccion. Se realizo un estudio para caracterizar
el modo de actuacion de los peptidos antifungicos tomando como modelo PAF19, sintetizado segun
se describe en el apartado 1. Se incubaron conidios de Penicillium spp. en presencia o en ausencia de
peptido y se determino el porcentaje de conidios germinados en cada una de las muestras mediante
observacion microscopica (Tabla 2). Los resultados demostraron que PAF19, pero no P20, inhibe la
germinacion de conidios de Penicillium spp. ya que el numero y porcentaje de conidios germinados
es signicativamente menor en presencia de PAF19 que en ausencia de peptido o presencia de P20
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(Tabla 2). Esta inhibicion es mas importante cuando PAF19 se encuentra a concentraciones mas
altas (100 M, frente a 50 M). Es importante hacer notar, sin embargo, que incluso a una concen-
tracion 100 M de PAF19 se registra un cierto numero de conidios germinados; a esta concentracion
no se detecto crecimiento del hongo (Figura 2). La conclusion de estas observaciones es que PAF19
tambien inhibe el crecimiento del micelio del hongo (ademas de la germinacion de sus conidios). Las
mismas observaciones microscopicas demostraron que los pocos conidios germinados en presencia
de PAF19 presentaron un crecimiento de micelio que no es superior a 1/10 del de la muestra sin
peptido.
9. Efecto de PAF19, PAF26, PAF32 y PAF34 sobre otros microorganismos no topatogenos. Los
ensayos de crecimiento descritos en el apartado 2 fueron realizados con otros microorganismos no
topatogenos crecidos en presencia de los distintos peptidos descritos en la presente invencion como
antifungicos, sintetizados segun se describe en el apartado 1. Los microorganismos seleccionados
fueron una bacteria (la cepa DH5 de Escherichia coli) y tres hongos unicelulares (la cepa W303-1A
de Saccharomyces cerevisiae, y dos aislados naturales de levaduras obtenidos de frutos vegetales,
Rhodotorula sp. y Metschnikowia sp.) (Tabla 3). Estos microorganismos seleccionados fueron
seleccionados por los siguientes motivos. E. coli es una bacteria modelo que se usa habitualmente
en laboratorios de biologa molecular, entre otros usos en la produccion de protenas y peptidos, y
es indispensable conocer su tolerancia al peptido para proceder a la produccion del mismo mediante
tecnicas de biotecnologa. La levadura S. cerevisae es la responsable de la fermentacion en panadera
y en la produccion de vino y cerveza, por lo que, principalmente en la aplicacion en uva, la aplicacion
del peptido en el fruto podra incidir en el proceso fermentativo. Ademas, S. cerevisae tambien
puede ser utilizada para producir el peptido mediante biotecnologa. El estudio sobre los aislados
naturales es necesario para conocer como afecta el peptido a otros microorganismos de la microflora
natural del fruto. Los resultados demostraron la ausencia de toxicidad de PAF19 frente a los cuatro
microorganismos no topatogenos ensayados, y solo una leve toxicidad (menor que la que presentan
frente a los hongos patogenos) de PAF26, PAF32 y PAF34 frente a E. coli y PAF34 frente a S.
cerevisae (Tabla 3). Esta leve toxicidad es en cualquier caso menor que la presentada por los
fungicidas habituales usados en la postcosecha de frutos ctricos.
10. Ensayos de infeccion de hongos topatogenos sobre vegetales. Con el objeto de demostrar y carac-
terizar la actividad antifungica de los peptidos descritos en la presente invencion en condiciones de
infeccion fungica que causan enfermedad en vegetales, se preparo un ensayo biologico apropiado.
Se utilizo un bioensayo adaptado de otros encontrados en la literatura [Eckert, J. W., Rahm, M.
L., y Kolbezen, M. J. (1972). Fungistatic activity of cations of nonaromatic amines. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 20, 104-109]. En dicho bioensayo, y a ttulo de ejemplo, se esco-
gieron frutos ctricos (naranjas o mandarinas) en estado de desarrollo de madurez comercial y se
hirieron en su piel mediante un punzon a lo largo del ecuador del fruto (cuatro heridas en el caso
de naranjas, dos en el caso de mandarinas). Seguidamente, se deposito un volumen de 10 l de
una solucion de conidios de hongo (2,5 x 105 conidios/ml) sobre las heridas realizadas previamente.
Los frutos se mantuvieron a 24C de temperatura y >80 % de humedad relativa durante al menos
siete das. En las condiciones descritas de cantidad de inoculo, temperatura y humedad relativa, los
sntomas de la enfermedad producida por el hongo (ablandamiento de la piel del fruto) empezaron
a aparecer a los dos DPI (DPI, das despues de la infeccion). Pasados tres DPI, todas las heridas
infectadas presentaban sntomas de enfermedad y a los cinco DPI la podredumbre causada por el
hongo en los frutos era generalizada. Como medida cuantitativa de la virulencia e intensidad de la
infeccion se contabilizaron el numero de heridas infectadas (infeccion) a distintos DPI y el diametro
de la zona afectada por la enfermedad, medido en milmetros (mm); la zona afectada tiene siempre
una forma aproximadamente circular con centro en el punto de infeccion. Este diametro sirvio para
calcular la supercie de la zona afectada por la enfermedad (area infectada) en centmetros cua-
drados (cm2). Se calculo el valor de la supercie media afectada  SD para cada tratamiento. Se
considera una infeccion mas virulenta cuanto antes aparece y mayor es la supercie media afectada
por la enfermedad.
11. Efecto de peptidos antifungicos sobre la infeccion causada por Penicillium spp. en frutos vegetales.
Se realizaron inoculaciones experimentales de hongos sobre frutos ctricos segun el bioensayo descrito
en el apartado 8 para determinar si la actividad antifungica de los peptidos descritos en la presente
invencion se correlacionaba con una inhibicion de la infeccion de vegetales causada por hongos y
que ocasiona enfermedades. En bioensayos realizados con PAF19 sintetizado segun se describe en
el apartado 1, las suspensiones de conidios de hongo aplicadas sobre los frutos contenan PAF19
a las concentraciones nales deseadas, y los resultados se compararon con muestras control que
no contenan peptido o que contenan P20 (no antifungico). Se observo un retraso en la aparicion
de sntomas de podredumbre (Figura 3) en presencia de PAF19, solo el 30 % de las heridas se
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infectaron a los tres DPI, frente al 100 % de infeccion de los controles en ausencia de hexapeptido
o en presencia de P20. En general, a lo largo de la infeccion, el area de la supercie infectada por
conidios en presencia de PAF19, pero no de P20, fue signicativamente menor que el area de la
supercie infectada en ausencia de peptido (Figura 3), demostrando un efecto de proteccion contra
la enfermedad debido a la presencia de PAF19. En bioensayos realizados con PAF26 sintetizado
segun se describe en el apartado 1, las suspensiones de conidios de hongo aplicadas sobre los frutos
contenan PAF26 a las concentraciones nales deseadas, y los resultados se compararon con muestras
control que no contenan peptido. De nuevo, se observo un retraso en la aparicion de sntomas de
podredumbre (Figura 4) en presencia de PAF26; solo el 38 % de las heridas se infectaron a los tres
DPI, frente al 98 % de infeccion de los controles en ausencia de peptido. El area de la supercie
afectada en presencia de PAF19 fue signicativamente menor que el area de la supercie afectada en
ausencia de peptido (Figura 4), demostrando un efecto de proteccion contra la enfermedad debido
a la presencia de PAF26.
12. Actividad antifungica de hexapeptidos con cambios de aminoacido qumicamente conservativos con
respecto a los peptidos antifungicos descritos en la presente invencion. Es conocido que estudios
previos en la literatura demuestran que peptidos y protenas pueden ser modicados en su secuencia
de aminoacidos para cambiar un aminoacido por otro de estructura qumica equivalente o conser-
vativa, sin que por ello dejen de tener dichos peptidos y protenas la actividad biologica para ellos
descrita u otra actividad muy similar. El ndice hidropatico (HI, del ingles Hydrophatic Index) de
cada aminoacido es un parametro que se utiliza como referencia para considerar que un cambio de
aminoacido es conservativo; un cambio sera conservativo cuando no se modique sustancialmente
el valor del HI de los dos aminoacidos intercambiados ( 1,0 unidades HI) [Kyte, J. y Doolittle,
R. F. (1982). A simple method for displaying the hydropathic character of a protein. Journal of
Molecular Biology 157, 105-132]. Para evaluar si un cambio es conservativo tambien se utilizan
consideraciones relacionadas con la similitud en las propiedades qumicas de los aminoacidos inter-
cambiados tales como tama~no molecular, carga, y caracter hidroflico o hidrofobico. Por todo ello
es obvio, para todo aquel experto en el tema, que secuencias de hexapeptidos que presenten cam-
bios conservativos de aminoacidos con respecto a los peptidos antifungicos descritos en la presente
invencion tambien presentaran las actividades antifungicas. Entre dichos cambios conservativos se
considera de manera preferente el de un aminoacido de caracter basico por otro basico; esto es,
’Arg’ por ’Lys’ y viceversa (Figura 5, ejemplicado en los peptidos PAF19, PAF19.1, PAF19.2 y
PAF19.3).
13. Actividad antifungica del PAF19 sintetizado con aminoacidos naturales (estereoisomeros L-). Es
conocido por toda aquella persona experta en el area de conocimiento relacionada con la presente
invencion, que estudios previos descritos en la literatura [Blondelle, S. E., Houghten, R. A., y Perez-
Paya, E. (1996). All D-amino acid hexapeptide inhibitors of melittin’s cytolytic activity derived
from synthetic combinatorial libraries. Journal of Molecular Recognition 9, 163-168] e invenciones
patentadas [Blondelle, S. E., Houghten, R. A., y Perez-Payo, E. (1998). Peptide inhibitors of calmo-
dulin. United States Patent Number 5840697; Edwards, D. L. (1997). Synthetic Antibiotics. United
States Patent Number 5602097] demuestran que los peque~nos peptidos sintetizados utilizando los
estereoisomeros L- de los aminoacidos presentan propiedades y actividades biologicas equivalentes
a los peptidos de la misma secuencia de aminoacidos sintetizados utilizando los estereoisomeros
D- de los aminoacidos constituyentes. Por ello, se considera que los PAF descritos en la presente
invencion sintetizados con los estereoisomeros L-de los aminoacidos naturales tambien presentan
todas las propiedades descritas en la presente invencion y relacionadas con la fungitoxicidad y la
utilizacion en los campos de la topatologa y de la industria agroalimentaria.
En cualquier caso, y para tener certeza, la secuencia de aminoacidos de PAF19 (Figura 1) se
sintetizo qumicamente como se describe en el apartado 1, pero utilizando los aminoacidos naturales
(estereoisomeros L-) como unica diferencia con respecto al procedimiento descrito en el apartado
1. Los experimentos y caracterizaciones descritos en los apartados anteriores se realizaron con el
PAF19 sintetizado con aminoacidos naturales y demostraron que presenta las propiedades descritas
en la presente invencion y relacionadas con la fungitoxicidad y la utilizacion en los campos de la
topatologa y de la industria agroalimentaria. Por ejemplo, los ensayos descritos en el apartado 3
demostraron que dicho peptido posee frente al hongo Penicillium digitatum PHI26 un IC50 de 34
M.
Del mismo modo, secuencias de peptidos formadas con los estereoisomeros L- de los aminoacidos
naturales y que presenten cambios conservativos de secuencia de aminoacidos con respecto a los
PAF descritos en la presente invencion tambien presentan las propiedades antifungicas descritas.
14. Produccion y utilizacion de los peptidos antifungicos descritos en la presente invencion mediante
estrategias derivadas de la biotecnologa. Es conocido que los peptidos y protenas compuestos
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por aminoacidos naturales tambien pueden ser producidos mediante estrategias derivadas de la
biotecnologa, que incluyen las metodologas del ADN recombinante y de la transformacion genetica
de organismos [Sambrook, J., Fritsch, E. F., y Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: A laboratory
manual, 2nd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.]. Tambien es
obvio, para toda aquella persona experta en el area de conocimiento, que la produccion de los PAF
mediante procedimientos biotecnologicos supondra una mejora en los costes de produccion, y que
por tanto dicha produccion es un aspecto importante en el contexto de la aplicabilidad industrial
de la presente invencion. En el supuesto de la produccion mediante biotecnologa, la secuencia del
peptido producido por un organismo modicado geneticamente sera codicada por un fragmento de
ADN de acuerdo a las leyes del codigo genetico [Sambrook, J., Fritsch, E. F., y Maniatis, T. (1989).
Molecular cloning: A laboratory manual, 2nd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY.], leyes conocidas por todo aquel experto en el tema (Figura 6, ejemplicado con
la secuencia PAF19). En un ejemplo de aplicacion de la presente invencion, la biotecnologa podra
ser utilizada para la produccion a gran escala llevada a cabo por microorganismos, de tal forma que
los peptidos pudieran ser puricados y utilizados como un fungicida convencional. En otro ejemplo
relacionado, la produccion podra ser llevada a cabo por el propio organismo vegetal transformado
geneticamente, o por cualquier parte del mismo (por ejemplo, frutos o semillas), al que se pretende
proteger de la enfermedad causada por hongos. En un ejemplo adicional, la produccion podra ser
realizada por microorganismos de biocontrol, transformados geneticamente, que se utilizan como
parte de la lucha biologica contra enfermedades causadas por patogenos. En otro ejemplo adicional,
la produccion de PAF podra ser realizada por microorganismos propios de la microflora del fruto
en los que se introdujera la capacidad de producir estos peptidos mediante transformacion genetica.
TABLA 1
Efecto de los peptidos descritos en la presente invencion como antibioticos antifungicos (PAF19,
PAF26, PAF32 y PAF34) y del peptido no antifungico usado como control (P20), sobre el crecimiento
en medio sintetico de distintos hongos topatogenos. Se indican las concentraciones necesarias (en
unidades M) para una inhibicion del 50 % del crecimiento de los hongos (IC50). Se dan los valores
medios obtenidos en tres experimentos independientes
NI: No inhibidor (a 100 M, la concentracion mas alta de peptido ensayada, el crecimiento no diere
signicativamente del 100 % con respecto al control en ausencia de peptido).
n. d.: No determinado (valor no determinado experimentalmente).
Peptidos
PAF19 P20 PAF26 PAF32 PAF34
P. digitatum PHI26 33 M NI 11 M 7M 15 M
P. digitatum CECT2954 41 M NI n.d. n.d. n.d.
P. italicum PHI1 42 M NI 22 M 15 M 12 M
B. cinerea CECT2100 43 M NI 38 M 19 M 34 M
F. oxysporum CECT2866 NI NI 45 M 56 M NI
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TABLA 2
Efecto de PAF19, descrito en la presente invencion como antifungico, y de P20, sobre la germinacion
de conidios de distintos hongos. Se indican los hongos y las concentraciones de peptido (en unidades
M) utilizados en tres experimentos independientes (Exp. 1, Exp. 2 y Exp.3). Los resultados se detallan
como numero de conidios germinados sobre el numero total de conidios observados y (entre parentesis)
como porcentaje de conidios germinados. Los resultados fueron tomados a las 20 horas de incubacion de
conidios en presencia de los peptidos
(a) Valores que presentan una diferencia estadsticamente signicativa con respecto al control sin
peptido con una conanza de al menos el 95 % (test estadstico ji-cuadrado).
Peptidos
Control PAF19 P20
50 M 100 M 100 M
Exp. 1 P. italicum 26/40 (65) 67/97 (69) 19/68 (28)a
Exp. 2 P. italicum 46/103 (45) 23/109 (21)a
P. digitatum 19/50 (38) 3/87 (4)a
Exp. 3 P. digitatum 52/126 (41) 6/79 (8)a 2/99 (2)a 49/117 (42)
TABLA 3
Efecto de los peptidos descritos en la presente invencion como antifungicos (PAF19, PAF26, PAF32 y
PAF34), sobre el crecimiento en medio sintetico de los microorganismos no topatogenos indicados. Se
indican los valores del crecimiento en tanto por ciento (%) a la concentracion mas alta ensayada de
peptido, 80 M, con respecto al control sin peptido. Se hace notar que un valor 100 % de crecimiento es
indicativo de ausencia de efecto y que a la concentracion 80 M de peptido no se detecto crecimiento
con ninguno de los hongos topatogenos ensayados (esto es, crecimiento 0 %)
n.d.: No determinado (valor no determinado experimentalmente).
Peptidos
PAF19 PAF26 PAF32 PAF34
Escherichia coli DH5 79 % 51 % 66 % 71 %
Saccharomyces cerevisiae W303-1A 87 % 81 % 81 % 41 %
Metschnikowia sp. 102 % n.d. n.d. n.d.
Rhodotorula sp. 107 % n.d. n.d. n.d.
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REIVINDICACIONES
1. El peptido PAF19 caracterizado por la secuencia de aminoacidos Arg-Lys-Thr-Trp-Phe-Trp
(desde el extremo amino terminal al extremo carboxi terminal) y por haber sido sintetizado a partir de
los estereoisomeros D- de los aminoacidos naturales, y por ser un antibiotico con actividad antifungica
que inhibe la germinacion de los conidios de hongos lamentosos y el crecimiento de su micelio.
2. Cualquier peptido caracterizado por contener la secuencia de aminoacidos del peptido descrito
en la reivindicacion 1, por estar sintetizado con los estereoisomeros D- de los aminoacidos naturales, y
por ser un antibiotico con actividad antifungica que inhibe la germinacion de los conidios de hongos
lamentosos y el crecimiento de su micelio.
3. El peptido PAF 26 caracterizado por la secuencia de aminoacidos Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp
(desde el extremo amino terminal al extremo carboxi terminal) y por haber sido sintetizado a partir de
los estereoisomeros D- de los aminoacidos naturales, y por ser un antibiotico con actividad antifungica
que inhibe la germinacion de los conidios de hongos lamentosos y el crecimiento de su micelio.
4. Cualquier peptido caracterizado por contener la secuencia de aminoacidos del peptido descrito
en la reivindicacion 3, por estar sintetizado con los estereoisomeros D- de los aminoacidos naturales, y
por ser un antibiotico con actividad antifungica que inhibe la germinacion de los conidios de hongos
lamentosos y el crecimiento de su micelio.
5. El peptido PAF 32 caracterizado por la secuencia de aminoacidos Arg-Lys-Trp-His-Phe-Trp
(desde el extremo amino terminal al extremo carboxi terminal) y por haber sido sintetizado a partir de
los estereoisomeros D- de los aminoacidos naturales, y por ser un antibiotico con actividad antifungica
que inhibe la germinacion de los conidios de hongos lamentosos y el crecimiento de su micelio.
6. Cualquier peptido caracterizado por contener la secuencia de aminoacidos del peptido descrito
en la reivindicacion 5, por estar sintetizado con los estereoisomeros D- de los aminoacidos naturales, y
por ser un antibiotico con actividad antifungica que inhibe la germinacion de los conidios de hongos
lamentosos y el crecimiento de su micelio.
7. El peptido PAF 34 caracterizado por la secuencia de aminoacidos Arg-Lys-Trp-Leu-Phe-Trp
(desde el extremo amino terminal al extremo carboxi terminal) y por haber sido sintetizado a partir de
los estereoisomeros D- de los aminoacidos naturales, y por ser un antibiotico con actividad antifungica
que inhibe la germinacion de los conidios de hongos lamentosos y el crecimiento de su micelio.
8. Cualquier peptido caracterizado por contener la secuencia de aminoacidos del peptido descrito
en la reivindicacion 7, por estar sintetizado con los estereoisomeros D- de los aminoacidos naturales, y
por ser un antibiotico con actividad antifungica que inhibe la germinacion de los conidios de hongos
lamentosos y el crecimiento de su micelio.
9. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser an-
tibioticos antifungicos frente a hongos lamentosos topatogenos.
10. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser
antibioticos antifungicos frente a hongos topatogenos del genero Penicillium.
11. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser
antibioticos antifungicos frente al hongo topatogeno Penicillium digitatum.
12. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser
antibioticos antifungicos frente al hongo topatogeno Penicillium italicum.
13. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser
antibioticos antifungicos frente a hongos topatogenos del genero Botrytis.
14. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser
antibioticos antifungicos frente al hongo topatogeno Botrytis cinerea.
15. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 3, 4, 5, y 6, caracterizados por ser antibioticos
antifungicos frente hongos topatogenos del genero Fusarium.
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16. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 3, 4, 5, y 6, caracterizados por ser antibioticos
antifungicos frente al hongo topatogeno Fusarium oxysporum.
17. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser
antibioticos antifungicos frente a los hongos mencionados en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 en condiciones de infeccion y crecimiento sobre vegetales o productos vegetales,
condiciones causantes de podredumbres y otras enfermedades en dichos vegetales o productos vegetales,
tanto en condiciones de cultivo como en condiciones de postcosecha.
18. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser an-
tibioticos antifungicos como se describe en la reivindicacion 17 en condiciones de infeccion y crecimiento
sobre plantas, tanto en condiciones de cultivo como en condiciones de postcosecha.
19. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser an-
tibioticos antifungicos como se describe en la reivindicacion 17 en condiciones de infeccion y crecimiento
sobre hortalizas, tanto en condiciones de cultivo como en condiciones de postcosecha.
20. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser an-
tibioticos antifungicos como se describe en la reivindicacion 17 en condiciones de infeccion y crecimiento
sobre flores y hojas, tanto en condiciones de cultivo como en condiciones de postcosecha.
21. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser an-
tibioticos antifungicos como se describe en la reivindicacion 17 en condiciones de infeccion y crecimiento
sobre frutos vegetales, tanto en condiciones de cultivo como en condiciones de postcosecha.
22. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser an-
tibioticos antifungicos como se describe en la reivindicacion 21 en condiciones de infeccion y crecimiento
sobre frutos ctricos.
23. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser an-
tibioticos antifungicos como se describe en la reivindicacion 21 en condiciones de infeccion y crecimiento
sobre frutos tales como uva, fresa, higo, breva, frambuesa, frutas de hueso, frutas de pepita, etc.
24. Los peptidos descritos en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, caracterizados por ser
utilizados como fungicida tosanitario de interes agroalimentario durante el cultivo, postcosecha y/o
procesamiento de vegetales o alimentos de origen vegetal, susceptibles de ser infectados por hongos -
topatogenos, preferentemente por aquellos hongos mencionados en las reivindicaciones 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, y 16 pero sin excluir otros hongos topatogenos, de forma que se contribuya a mejorar la calidad
comercial y sanitaria y el tiempo de vida del producto, preferentemente de los productos mencionados en
la reivindicaciones 17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23, pero sin excluir otros productos de origen vegetal.
25. Los peptidos de secuencia de aminoacidos descrita en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8,
caracterizados por haber sido sintetizados a partir de los aminoacidos naturales (estereoisomeros L-),
y por ser antibioticos con actividad antifungica que inhiben la germinacion de los conidios de hongos
lamentosos y el crecimiento de su micelio y tener las mismas propiedades, actividades y utilizacion de-
talladas en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
y 24.
26. Los peptidos de secuencia de aminoacidos descrita en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y
8, caracterizados porque uno o varios de los aminoacidos constituyentes sean estereoisomeros D- y/o
uno o varios de los aminoacidos constituyentes sean estereoisomeros L-, y por ser un antibiotico con
actividad antifungica que inhibe la germinacion de los conidios de hongos lamentosos y el crecimiento
de su micelio, y tener las propiedades, actividades y utilizacion detalladas en las reivindicaciones 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, y 24.
27. Los peptidos caracterizados por haberse realizado con cambios conservativos de secuencia de
aminoacidos (esto es, qumicamente equivalentes) con respecto a los mencionados en las reivindicaciones
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 25 y 26, y por ser antibioticos con actividad antifungica que inhiben la germinacion
de los conidios de hongos lamentosos y el crecimiento de su micelio, y tener las propiedades, actividades
y utilizacion detalladas en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, y 24.
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28. Peptidos segun la reivindicacion 27 caracterizados porque en los cambios conservativos realiza-
dos se ha sustituido preferentemente un aminoacido de caracter basico por otro basico; esto es, ‘Arg’ por
‘Lys’ y viceversa.
29. La produccion de los peptidos descritos en las reivindicaciones 25, 27 y 28 para su utilizacion
de acuerdo con la reivindicacion 24 o de acuerdo con otros nes derivados de su actividad antifungica,
produccion caracterizada por llevarse a cabo mediante biotecnologa utilizando para ello la metodologa
del ADN recombinante y de la transformacion genetica de organismos.
30. La produccion mencionada en la reivindicacion 29, produccion caracterizada porque el orga-
nismo transformado geneticamente sea un vegetal o celula vegetal.
31. La produccion mencionada en la reivindicacion 29, produccion caracterizada porque el orga-
nismo transformado geneticamente sea un microorganismo productor del peptido de interes.
32. La produccion mencionada en la reivindicacion 29, produccion caracterizada porque el organismo
transformado geneticamente sea un microorganismo que se utilice en el control biologico de enfermedades
causadas por patogenos.
33. La utilizacion de un compuesto para preparar un producto tosanitario que tenga actividad fungi-
cida, fungiestatica o antifungica caracterizado porque los peptidos mencionados en las reivindicaciones
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 25, 26, 27, y 28 sean componentes no unicos de mezclas complejas con actividad
fungicida, fungiestatica o antifungica.
34. La utilizacion de un compuesto para preparar un producto tosanitario que tenga actividad
fungicida, fungiestatica o antifungica, caracterizado porque los organismos productores segun las rei-
vindicaciones 30, 31, y 32 que contengan peptidos mencionados en las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
25, 26, 27, y 28, sean componentes no unicos de mezclas complejas con actividad fungicida, fungiestatica
o antifungica.
35. La utilizacion de un compuesto para preparar un producto tosanitario que tenga actividad fun-
gicida, fungiestatica o antifungica, segun la reivindicacion 34 caracterizado porque el organismo sea
un vegetal transformado geneticamente como productor in situ o ex situ, o cualquiera de sus partes o
componentes.
36. La utilizacion de un compuesto para preparar un producto tosanitario que tenga actividad fun-
gicida, fungiestatica o antifungica, segun la reivindicacion 34 caracterizado porque el organismo sea
microorganismo transformado geneticamente o cualquiera de sus partes o componentes.
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